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Ⅹ 連鎖無 r- グ ロ プ リ ン 血 症(X-1inked aga m m aglobulin e mia･ ⅩL A)は B リン パ 球系細胞に 特異的な分化異常が生 じ成熟
B細胞数と免疫 グ ロ プ リ ン 値 が低下す る こ と を特徴 と した遺伝性の 免疫不全症候群である . 患者男性 ほ典型的に は乳児期後半
よ り細菌感染を反復す るよ うに な り , 免疫 グ ロ プ リ ン 補充療法 が必 要と な る . 近年 ⅩL Aの 責任遺伝子 加点 が同定さ れ , そ の
遺伝子産物は ブ ル ト ン 塾チ P シ ソ キ ナ ー ゼ (BrutO n
'
s tyro sin ekin a se, Btk)と命名 され た . Btk の 単離乳 XLA 患者に おけ る
遺伝子変異 は既 に1 00種類以上 報告 され て い る ･ 今 臥 軍L A の 2家系 に つ き逆転写 P C R法 (r e v er setr an scribed-P C R,
R T-P C R), P C R ダ イレ ク ト シ ー ク エ ン ス 法 (P C R direct s equ e n cing), 競 合 逆転写 P C R法 (c o mpetitiv e R T-P C R,
C R T-PCR), お よび P C R を用い たイ ン ト ロ ン10調節領域の メ チ ル 化の 検出の 4 つ の 方法に よ る系統的な Btk 遺伝子変異の 解
析 を行 っ た ･ 家系1 で は Btk の 翻訳領軋 一 部の プ ロ モ ー タ ー 配列 を含む 5
'
側非翻訳領域, ざ側非翻訳領軌 イ ン ト ロ ン10の
調節領域の 全て に お い て 塩基配列 ほ正 常で あ っ たが , C R T-P C Rに よ り Btk 遺伝子 の 転写が減少 して い る こ と が示 され た . 家
系2 に お い て ほ イ ン ト ロ ン16の ス プ ラ イ ス ドナ ー 内に G か ら Cへ の 1塩基置換が認め られ た . こ の 変異 の た め Btk rnR N Aの
異常な ス プ ラ イ ス が生 じエ ク ソ ン16と エ ク ソ ン17の 間に 60塩基対の 挿入 が生 じた . また , こ の 変異 の た め エ ク ソ ン16以降に フ
レ ー ム シ フ ト が 生 じ Btk タ ン パ ク は早期翻訳終結 して い た . C R T-P C Rの 結私 家系 2 に おい て も Btk m R NA 量の 低下が認
め られ た が , これ ほ変異に よ っ て 異常な ス プ ライ ス を生 じて い る m R NA の 安定性 が低下 した た め と解 され た . 家系 2に おけ
る保因者診断を P C Rと変異対立遺伝子特異的な制限酵素 Pv uⅡ 認識部位を用 い て 行い ‥ 患者の 姉 の 一 人が 保困着である こと
が判 明 した ･ 患者末梢血由来 Epstein -Barrウ イ ル ス 形質変換系 B細胞株に おけ るイ ン ト ロ ン10の 調節領域は家系1 , 2と もに
メ チ ル 化 され て お り , こ の こ と ほ両 家系の 患者に 存在するわ ずか な B 細胞も完全に ほ成熟 して お らず幼君性を残 して い る こ と
を示 唆 した .
Key w o rds X-1inked aga m m aglobulinemia, Br uton
,
s tyro sin e kin as e, ge n e m utation,
CO mpetitive r e ver se tran sc ribed P C R
Ⅹ連鎖無 T- グ ロ ブ リ ン 血 症 (Br uto n 型 , X-1inked aga m m-
aglobuline mia, X L A)ほ , 1952年小児科医 Br uto nに よ っ て報告
さ れ た ヒ ト の 液性免疫 に 関す る最初 の 遺伝性疾患 で あ る-).
X L A ほⅩ連鎖劣性遺伝の 形式 をと り , 典型的な患者男性 に お
い て ほ 末梢血 液中の B リ ン パ 球数は0.1%以下と著明 に 減少 し,
血清免疫 グ ロ ブ リ ン 値 も全て の 分画 に お い て 異常低値 を示 す
(通常IgG 200mg/dl刺凱 IgA 5m g/dl未満 , IgM 20m g/dl
未満). 母 親か ら の 移行免疫 が消過す る生後 6 カ月 頃よ り肺炎
双球菌▲ 連鎖球菌, イ ン フ ル エ ン ザ 菌を 主 体と した 細菌感染(肺
炎, 中耳軋 副鼻腔炎)を繰 り返す よ う に な り最悪 の 場合敗 血
症よ り死 に 至 る場合も有り得る . リ ン パ 系観織の 発育ほ 不 良で
表在リ ン パ 節は触知 され ず , 口 蓋扁桃 ･ ア デ ノ イ ドも低形成を
示す･ また ! 反復感染 があるに も関 わ らず脾種を認め る こ と は
な い2)
.
患者の 末梢血 に お い てほ 甘粕胸 が著滅 して い る が骨髄中の B
前駆細胞数ほ 正常 で あり , 近年 ⅩL Aの 病態は B細胞 の 分化 ･
平成7年12月25 日受付, 平成 8年1月17日受理
A bbr eviations: bp, bas e pairs; Btk, Bruton
,
s
成熟の 障害に ある と考え られ る よ う に な っ て い た . そ ん な 中
1 993年に 本疾患の 責任遺伝子が 同定 され ブ ル ト ン 型チ ロ シ ソ キ
ナ ー ゼ (Br uto n
'
styro sin ekin as e, Btk)と 命名 され たa)4) . Btk は
癌遺伝子Src 類似 の 構造 を持ち な が ら全く新 しい フ ァ ミ リ ー に
属する非 レ セ プ タ ー 型テ ロ シ ソ キ ナ ー ゼ で あり , B細胞の 初期
分化に 関わ る細胞内 シ グナ ル 伝達 に 重要な働きを して い るもの
と▲推定され た . Btk に は 細胞特異的, 分化段 階特異的 な発現が
あ りB 前駆細胞 , 成熟B細胞, 顆粒球 , 単球 およ び幼君 丁細胞
に は 発現を認め るが 成熟 丁細胞 , 形質細胞, 非造血器 細胞に は
認め られ な い 5)6). ま た ! Btk 遺伝子 の イ ン ト ロ ン10に ほ発現 に
関与する と思われ る調節領域があり , こ の 部位ほ 成熟 B細胸で
の み 特異的に 脱メ チ ル 化 されて い る こ とが知 られ て い る7).
Btk 遺伝子 の 単離後 . X L A患者 に お ける Btk 遺伝子変異が
次 々 と報告 され , 本疾患 の 遺伝子 レ ベ ル で の 患者診断 ･ 保困者
診断が 可能で ある こ と が示 された 8ト17). 今 回 , 金沢 大学医学部
小児科忙 て 経過観察中の X L A 2家系に閲 し Btk 遺伝子の 異常
tyrosine kin ase; C R T-P C R, CO mpetitiv e re verse
tra ns cribed- P C R; D E P C, diethyl p yroc arbon ate; DI G, digo xigenin; d N T P, deo xyribo n u cleotide triphosphat9;
P B S, pho sphate -buffered s alin e; P H, ple ckstrin ho m ology ;R T-P C R, r eVer S etr an SCribed-PCR; S H,
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を 解析 し ‥ 患者の 遺伝子 レ ベ ル で の 診断 , 家系内の 女性保因者
の 診断を試み た .
対象お よび方法
Ⅰ . 対 象
対象ほ金沢大学医学部小児科に て経過観察中の ⅩL A患者お
よび そ の 家族の 2家系である･(図1). 両家糸と も遺伝子診断に
よ る患者, 保因 者診断の 可能性に つ き説 明 しイ ン フ ォ ー ム ド コ









Fig. 1. Tw o pedigrees with X-1inked aga m m aglobulin e mia
(ⅩL A)･ Arro w sindic ate the probands of e a ch pedigr e e.
Ⅲ -6 0f fami 1y l died of ba cterialrne ningitis at 6ye ar s old.
Fa milyl ⅢL7)お よ び家系 2 の 患者 2(図1 , Fa mily2 Ⅲ-6) に
於い て ほ既 に 末梢血 よ り Epstein -Barrウイ ル ス 形 質変換系 B
細胞株(E B V形質変換細胞) が樹立 され て お り検体と して 用 い
る こ と が できた . また , こ れ と ほ別 に 患者お よび家族の 末梢血
を採取 し白血球分画 よ り D N A･ R N A を抽出 し試料と した .
各家系の 患者 に おけ る初診ま で の 経過 , 臨床症状ほ以下の と
お りで ある .
家系1 一 息者 1 (図1 , Fa mily l Ⅲ-7): 生後 , 特に 細 菌感染
の 既往なく経過 して い た が , 2歳10ケ月時に 下痢 , 発熱 あり近
医受診 . こ の とき の 検査で IgG 80m g/dl未満 , IgA 13mg/dl,
IgM 71m g/dlと 低 T- グ ロ ブ リ ン 血 症 を認め , 当科紹介初診 . 表
在 リ ン パ 節 l 口蓋扁桃 の 低形成を認め , 末梢血 中 に B細胞を認
めず . X L A を疑わ れ る .
家系1 一 息者 2 ( 図1 , Fa miIyl Ⅲ-8): 上 記患者 の 弟 . 生後
感染症の 既往なく経過 して い た が , 兄に 低 r- グ ロ ブ リ ン 血 症
を 認めた た め 6ケ 月 時に 検査施行 . IgG 40m g/dl,IgA 3m g/dl,
IgM l Om g/dl と低値 で あり , 末梢血 中に B細胞を認めず . 兄 と
併せ て ⅩL A と診断.
な お , 家系 1 の 母 親( 圃1 , Fa miiyl Ⅱ一5)に は前夫 との 間に
男児( 図1, Fa milyl Ⅲ-6) がい た が 6才時に 細菌性髄膜炎に て
死 亡 して お り, 本児も ⅩL A で あ っ た 可 能性 が示 唆 され る.
家系 2 一 息者1 (図1 , Fa mily 2 Ⅲ-3): 生後 しば らくほ特 に
問題 なく経過 . 3歳頃よ り 中耳炎を繰 り返す よう に な る . 6歳
時, 左下肢蜂窟織炎 に て 紹介医入院. こ の と きの 検査 で 低 γ- グ
ロ ブ リ ン 血 症 を 指摘 さ れ 当科受診 . IgG 50mg/dl未満 , IgA
l Om g/dl未満 , IgM 7m g/dlと 低値 . 口 蓋扁桃 は痕跡を認め る
程度. 末梢血 中B 細胞ほ0.6% . X L A を疑わ れ る .
家系2 一 息老 2 ( 図 1, Fa miIy 2 Ⅲ-6): 生後 2 回 の 発熱を 認
め た が い ずれ も1 日 で解熱 . 生後 4 ケ月 時に 下痢が続 い た . 1
歳時に 肺炎 に て 近医入院. こ の ときの 検査で IgG 68mg/dl,IgA
2mg/dl,IgM 39m g/dl と低 T- グ ロ ブ リ ン 血 症を 認め , 当科紹
介初診. 末梢血 中 B細胞ほ0.1% 以下. 検査所見 , 家族歴 よ り上
記家系2一息老 1 と併せ て X L A と診断 .
い ずれ の 患者も診断後ほ , 血 清IgG 値 300mg/dl以上 を維持
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F ig･ 2･ Lo c atio n s of P C Rprim er s a srelated to the pr otein str u ctu r es a nd ex o n e s of the Btk ge n e. (s e eTablel.)
SrC pho m olog y ;T E, T ris- E D T A;U TR, u ntran SlatedTregio n; Ⅹid, Ⅹ-1inked im mu n odeficie n cy; ⅩL A, Ⅹ-1inked
aga m maglobulin e mia; E B V形質変換柵胸 , Epstein- Barrウイ ル ス 形質変換系B細胞株
X L A 2家系 の Btk 遺伝子解析
する よ う毎月 1 回の r-グ ロ ブ リ ン 補充療法を施行 され て お り ,
現在 まで 重症感染症は認めず経過ほ良好である .
Ⅱ . 方 法
Btk 遺伝子の 異常に つ き以下の 系統的 な解析を試 みた .
1) P C R法 , 逆 転 写 P C R法 (r evers etr a n s cribed-P C R,




非翻訳領域の 挿入/欠失変異 の 検討 .





非翻訳領域, お よ びイ ン ト ロ ン10内
部の 調節領域 の 全塩基配列決定 .
3) 競合逆転写PCR 法 (c o mpetitiv e r e v ers etr a n s criv ed,
P C R, C R T-P C R)22)
～ 24} に よ る Btk 遺伝子発現量の 半定量 .
4) 制限酵素Hap Ⅱ 消化 DN A を検体 と した P C R法に よ
るイ ン ト ロ ン1 0調節領域 の メ チ ル 化 の 検討 .
1 . 試料の 準備
E B V形質変換細胞株 は1 0% 牛胎児血 清(fetalc alfser u m,
F C S) 加R P M I 1640培地 に て37 ℃, 5%C 02存在下で培養増殖
1 23
乳 10m M リ ン 酸緩衝液 (pho sphate-buffer eds aline, P B S)で
2 回洗浄 し試料と して用い た . また , C R T-P C Rの コ ン ト ロ ー
ル と して IM 9(ヒ ト B リ ン パ 球系株化細胞), M olt-4(ヒ ト T リ
ン パ 球系株化細胞) を同様に 培養処 理 し試料と した .
末梢静脈血 ほ ヘ パ リ ン 加血 と して採取 し , 全血 に 等量の 1%
デ キ ス ト ラ ソ (P B Sに 溶解 したも の) を加 えよ く転倒混和後室
温 で 3 0分静置 ･ 分 離 し た 上 層 を 別 の 試 験 管 に 移 し取 り
1500rpm x 5 分の 遠心 で 白血 球分画 を 回 収 . 上 清 を 除去後
0･2% 食塩水 を 加え据軌 混入 した赤血 球を溶 血 . 溶血 後10分
の 1 容の1･785%の 食塩水 を加え 等調と し 1500rpm x 5分 の 遠
心 で 白血球分画を 回収 . 最後に PB S で1回洗軌 遠心 回 収 し
試料と した .
2 . 試料よ りの 核酸の 抽出
試料細胞 2×1 07個を P B S lm に 再浮遊 , 10mg/mlの プ ロ テ
ナ ー ゼ K (和光純薬工 猟 犬阪) を 100〃1添加後 , D N A/R N A/
プ ラ ス ミ ド抽 出 シ ス テ ム モ デ ル 341(Perkin-Elm erApplied
Bio systern sDivis o n, Califomia
,
U S A) に て 各細胞 よ り染色体
Tablel･ P C Rprim er sfor a mplific atio n ofthe Btk gen e a ndthe β-Actin ge n e
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a nd pro m oter
54 133- 615
(P H do m ain)
54 587- 966
(S H 3 do 汀Iain)
54 939- 1350
(S H 2 do m ain)
62 1 294 - 1811
(S Hl do m ain)
62 1587- 2122




54 Ex o n1 6
(fa mily 2 m utatio n)
54 Intr o n10
54 Intr o nlO














P C RpriTer S W e re Synthe sized a s abo v e s equ e n se c es a nd dite r min ed optim al an n e aling te mper atumi (Ta)for e a ch
Prim e rpalrS･ Prim ersE 5/E3･ C 5/C 3, D 5/D 3･ A 5/A 3a nd B5/B 3w e re u s ed to aFnplify the coding r egio n of the Btk




untr an slated r eslO n(U T R)r espectiv ely fr om ge n o rnic
D NA･ G 5/G 3w er e u s edto the D N Asequ e n c e ln Cuding the m utatio n site of fa mi 1y 2(Fig. 7). H 5/H 3a nd I5/Ⅰ3 w er e
u s ed to Intr o nlOr egulato ry s equ e nc e(Fig･ 9)･ B A 5/B A 3w er e u s ed to a mplify the β- Actin ge n efor c o ntr ol of
C O mpetitiv e T e V er Setr an SC ribed-P C R(Fig･ 3, 8)･ A b br eviatio n s :bp, ba sepalr S; S H, SrC-horn olog y; P H, plesktrin
bom olog y,
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D N A を抽出 した . 得 られ た D N A ほ0.2× Tris-E D T A(T E) 緩
衝液(2m M ト リ ス ア ミ ノ メ タ ン , 0.2m M E D T A. pH 7.0)に 溶
解 . ～ 部を取 り 260n rnの 吸光度を測定 して D N A濃度を計算 し
た . ま た 必要 に 応 じ R Na s eA(ニ ッ ポ ン ジ ー ン , 富 山) に て
R N Aを分解 しフ ェ ノ ー ル/ク ロ ロ ホ ル ム 抽出, エ タ ノ ー ル 沈澱
に て 再回収 した .
総 R N Aの 抽出は Cho m c zyn skiらの 方法
25}
を 以下の よ うに 改
良 して行 っ た . 1容量 の D液(4 M グア ニ ジ ン チ オ シ ア ネ ー 上
25m M ク エ ン 酸ナ トリ ウ ム pH 7.0,0.1 M 2- メ ル カ プ ト エ タ ノ ー
ル , 0.5% N- ラ ウ ロ イ ル サ ル コ シ ソ 酸 ナ トリ ウ ム) に 1/10容量
の 2 M 酢酸ナ ト リ ウ ム pH 4.0 と , 1 容量 の 二 炭酸 ジ ェ ≠ル
(diethylp yr o c arbo n ate , D E P C) 処理水に て 飽和 した フ ェ ノ ー ル
を混合 しⅩ液を 作成 . 1 . で 準備 した 細胞 5×10
6
個 に対 しⅩ 液
1ml を加え良く混合 . 0.2mI の ク ロ ロ ホ ル ム (イ ソ ア ミ ル ア ル
コ
ー ル を 加えな い もの) を 加え ボル テ ッ ク ス ミ キ サ ー に て2 0～
30秒間懸濁. 室堤で 5分静置後 , 数量高速冷却遠心器(ト ミ ー
精工 , 東京)に て 15,000rpm , 20分間 , 4 ℃ で遠心 分離. 上 層 に
等 量の イ ソ プ ロ パ ノ ー ル を 加え良く混和 し, 室温で 5分静置後
再 び 15,000rpm , 20分間 , 4 ℃ で遠心 . 遠心後上清を捨 て ! 沈
殿 (RN A) を 7 5% エ タ ノ ー ル 1ml に 再 浮遊 さ せ 洗 浄 .
1 5,000rp 町 5分間, 4 ℃ で遠心 し沈殿を回収後 , 上宿を完全 に
除き室温で 5 分間放置 . 沈殿 を 乾燥 さ せ る . 1× T E緩 衝液
(1 0m M トリス ア ミ ノ メ タ ン , 1rnM E D T A, pH 6.8) に 溶 解 し
2 60n m の 吸 光度 を測定 して 総R N A渡度 を測定 した . ま た ,
2 60一 皿 一 28 0n m の 吸 光度の 比を測定 し R N Aの 純度の 参考と し
た が , 本 法 に よ っ て 得 ら れ る R N A ほ O D 26 0n m/O D
280n nn= = 1.9 ～ 2.0 ときわ め て 良好 で あ っ た .
3 . 1本鎖 cD N Aの 合成
上 記に よ っ て得 られ た総 R N A 2〟g を 鋳型 と しラ ン ダ ム プ ラ
イ マ ー にて 1本鎖 cD N Aを合成 した . まず ∴総 R N A 2pgに ラ
ン ダ ム ヘ キ サ ヌ ク レ オ チ ドプ ラ イ マ ー (宝 酒造, 東 京)8恥M,
l,毎l を加 え , lx T E緩衝液 (pH 6.8) で 総量 25ノ上1 に調整 .
Ge n eAm p
T M p C Rsyste m 9600
- R (Perkin -Elrn er Applied
B iosyste m sDivis o n, Califor nia. U S A)を用 い65 ℃ で10分間保持
後 , 20分か けて25 ℃ ま で冷却 . こ の 過程で R N Aの 変性 と プ ラ
イ マ ー の ア ニ ー リ ン グ を 行 っ た . 引き続き反応液 [100m M
Tris-H Cl(pH 8.3), 200m M 塩化 カ リ ウ ム (KCl), 20m M 塩化 マ
グ ネ シ ウ ム (MgC12), 20m M ジチオ ス レ イ ト ー ル (dithiothreit-
Ol, D T T), 各 2m M デ オ キシ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 三 リ ン 酸
(de o xyribo n u cle otide tripho sphate, d N T P), R A V-2(宝酒造)
10単位]25FLl を加 え , 42 ℃ で60分間保持 し cD N A を合成 させ た
後 , 90 ℃, 2分間 で 逆転写酵素(R A V-2)を 失活さ せた . 反応終
了後 1×T E緩衝液(pH 7.0)50plを 加え総量 1 00Jjlと し , 1回
の P C R反応に 毎1 を鋳型と して 用い た .
4 . P C R プライ マ ー の 作成





側非翻訳領域, イ ン ト ロ ン1 0の 調節領域 , お よ
ぴ C R T-P C Rの コ ン ト ロ ー ル と して βア ク チ ン の P C R プ ライ
マ ー を作成 した . こ の うち A5, A 3, B 5. B 3 は Vetrie ら3)に
従 っ た . その 他の プ ライ マ ー は 今 回独自 に設計 した も の で あ
る . 蓑 1 , 図 2 に今 回用 い た P C R プ ライマ ー の 部位 , 塩基配
札 ア ニ ー リ ン グ温 風 P C R産物の 大きさを 一 覧に して示 すニ
プ ラ イ マ ー の 合 成 ほ D N Aシ ソ セ サ イ ザ ー モ デ ル 391
(Perkin-Elm erAp plied Bio syste m sDivisio n)に て行 い ∴逆相高
速液体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に て 精製 した . ま た , 一 部の プ ラ イ
マ ー は フ ナ コ シ 株式会社(東京)に 合成委託 した も の を そ の ま
ま使用 した .
5 . P C R お よび R T-P C R
染色体 D N Aの P C Rは 抽出 した D N A O.2～ 0.5FLg を鋳型と
し て , 最 終 0,2FLM の 各 プ ラ イ マ p , 各 200FLM の d N T P,
P C R反応緩衝液(10m M Tris- H Cl, pH 8.3, 50m M K Cl,1.5mM
MgC12), Taq D N A ポ リメ ラ ー ゼ (Perkin -Elm erCetu s,
Nor wal k, U S A)1.25単位 を 加 え 全量 50FLl で行 っ た . ま た ,
RT-P CR に は上 記調整 した 1 本鎖 cD N Aの うち 5〟1 を 1 回の
反応に 鋳型 と して 用 い 同様に 行 っ た .
反応は Ge n eAm pT M P C Rsyste m9600-R を用 い , 94 ℃, 5分
の 初期変性 の 後 , 95 ℃, 30秒, 表1 に 示 す ア ニ ー リ ン グ温度 で
30秒 , 72 ℃ で30秒 の サ イ ク ル を35～ 40サ イ ク ル 行 っ た .
反応後10分の 1 容量 の タ イ プ Ⅱ 泳動緩衝液(0.2 5% ブ ロ モ
フ ェ ノ ー ル ブ ル ー , 0.25% キ シ レ ン シ ア ノ ー ル , 15% フ ィ コ ー
ル400)を 加え , 10pl を 3%ア ガ ロ ー ス ゲル (H1 4-Takar a, 宝酒
造)に 泳動 し ェ チ ジウ ム ブ ロ マ イ ド染色後 , 紫外線照射装置(ト
ラ ン ス イ ル ミ ネ 一 夕 ー , フ ナ コ シ) 上 で観察 した .
6 . P C R ダ イレ ク ト シ ー ク エ ン ス 法に よ る塩基配列の 決定
P C R, R T-P C Rに て 増 幅 し た D N A断片 は D N Acycle
S equ e n Sing kit(Perkin -Elm erAp plied Bio syste m sDivis o n)を
用 い て シ ー ケ ン ス 反 応 を 行 い , D N Aシ ー ケ ン サ 371 A
(Perkin-Elm erApplied Biosystem s Division) に て 解析 した .
シ ー ケ ン ス プ ラ イ マ ー に は各 P C R プラ イ マ ー を そ の ま ま使 用
し, 鋳型に は反応後の P C R反応液 よ り Supr e cO2(宝酒造)に
て 過剰 な プ ラ イ マ ー , 塩基 を除去 した もの を使用 した . 反応ほ
Gen eAmp
T M
p C Rsyste m 9600-R を使用 し , プ レ ー トを 予 め
95 ℃に 保温 して お い た後96 ℃× 15秒 , 50 ℃× 1秒 1 70 ℃× 4分
の サ イ ク ル を25回 線 り返 した . 反応後は フ ェ ノ ー ル/ク Fr -コ ホ
ル ム 抽出に て過剰な プ ラ イ マ ー , 蛍光色素を除去 し エ タ ノ ー ル
沈澱 に て 反応産物 を 回収 し た . シ ー ク エ ン ス ゲ ル は Lo ng
Ra nger(AT Bio che m , 東 洋 紡 績 , 東 京) を 用 い 1× Trisr
Bor ate-E D T A(T B E) 緩衝液に て 40 W定電圧で泳動 した .
7 . C R T,P C R法に おけ る コ ン ト ロ ー ル (競合)D N Aの 作成
P C R法ほ 検体中の 微量な 目 的 D N A配列を増幅 して 検出す
るた め 検出感度 に は 優れ て い る が , 増 幅過程 が様 々 な 要 因に
よ っ て 影響 を受けやすい た め , 最終 的な 増幅産物 の 量ほ必 ず し
も最初に 検体 に 含 まれた 目 的 D N Aの 量を 定量的に 反映す る も
の で は な い . 実際同 一 検体を P C R反応に て 増幅 させ た 場合で
す ら最終産物 の 量に ほ 通常ば ら つ き が出 るもの で ある . しか し
今日 で は P CR 法の 長所 を生か し微量検体か ら定量的 に 目 的と
す る D N A配列を検出す るた め の 様 々 な 方法 が 考案 さ れ て い
る . こ こ で は 簡 便で あ り しか も定量性 に 優れ た 方法 と し て
C R T-P C R法を 採用 した .
CRT-PC R法は P C R反応に よ る 増幅 の 際に 既知量の 内部 コ
ン ト ロ ー ル を段階的 に置く方法 で ある . 基本 的 な 概念 を図 3.
A に 示 す. P C Rの 際 に 同 一 の プラ イ マ ー で増幅 され る 既知量
の コ ン ト ロ ー ル D N A(目的の P C R産物 と区別が つく よう長 さ
を代え て ある)を加 え , 目的の D N Aの 増幅と競合 させ る . コ ン
トT= - ル DN A量(既知) ほ何段階 か に 変 え , 検 体 cD N A量
(未知)は 一 定 と した 反応液を複数個 つ く り P C Rに て 増幅す
る . コ ン ト ロ ー ル D N A量が 検体 に 含まれ る 目的の D N A量 よ
りも多 い 場合は コ ン1トロ ー ル D N A が先に増幅 され プ ラ ト ー に
ⅩL A 2家系の Btk 遺伝子解析
達 し, 逆に コ ン ト ロ
ー ル D N Aの 方 が 少 な い 場合 に ほ 目的 の
D N Aの 方が 先に 増幅 され る . コ ン ト ロ ー ル D N A と 目的 の
D N Aの 量が ほぼ等 しい と きに は 2者は ほ ぼ 同様に 増幅 され る
こと に な る . 従 っ て , ほぼ同等に 増幅 され た反応液中 に 加えた
コ ン ト ロ ー ル D N Aの 量 で , 検体中に 含 まれ る cD N Aの 量を示
す こ と が でき る . P C Rの 反応 は反応 チ ュ ー ブ毎, 実験毎の ばら
つ きが大き い が , こ の 方法 で あれば内部 コ ン ト ロ
ー ル との 増幅
の 多寡を判定する た め反応 の ば ら つ きの 如何 に 問わ ずほ ぼ正確
に 元の ⊃ N A量を 定量する こ とが で き る .
C R T-P C Rの 為の コ ン ト ロ ー ル D N Aは図3, B 示 す ような戦
略 で 作成 した . プ ラ イ マ ー D 5, D 3で 増幅 され る領域の 中に は
近接 した制限酵素 PstI 領域が存在 して い る . D 5/D3 P C R産物
を PstI(宝酒造)で 消化 し再 び T4 D N A リ ガー ゼ (宝酒造)で
結合 させ る . こ の 反 応産物 を鋳型と して 再 び D 5, D 3 プラ イ
マ ー で P CR 反応 さ せ る と 2 つ の PstI 間 の60塩基対 (bas e
pairs, bp)の 塩基配列が欠失 した 増幅産物を得る こ とが で きる .
電気泳動に て分離後 エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ドで 染色 し紫外線漁射
下に欠失の あるバ ン ド部の みを 切 り出 し , こ れ よ り Supre cOl
(宝酒造)に て D N A を 回収する . 回 収 し た D N A はpT7Blu e
T-Ve ctorKit(No v age n, 宝酒造)を 用 い て プ ラ ス ミ ドベ ク タ ー
に ク ロ ー ニ ン グ し , E. c oliJM l O9 Co mpete ntCells(宝酒造)に
形質転換 . 単 一 コ ロ ニ ー を L B培地 で培養 し CsCl密度勾配
遠心法 に て プ ラ ス ミ ド D N A を精製 した ∴環状 D N Aの ま まで
ある と D N Aの 3次構造の た め P C Rの 増幅効率 に ばら つ きが
で てく る可能性が ある こ と を考慮 し, 精製 した プ ラ ス ミ ドを 制
A m o u nts of
template D N A
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限酵素 Ec oRI(宝酒造)で l カ 所の み切断 し直鎖 2本鎖 D N A と
して コ ン ト ロ ー ル (競合)D N A に用 い た .
逆転写酵素に よ る m RN Aの cD N Aへ の 変換効率の ばら つ き
を 考慮す るた め βア ク チ ン に て も同様に C R T-P C R用 の プ ライ
マ ー お よび コ ン ト ロ ー ル D N Aを 設定 した . 図3 ∴Bに 示す よ
うに βア ク チ ン の イ ン ト ロ ン 4 ほ 95bp と 短く こ の 部を 挟む
P C R プラ イ マ ー で 増 幅 す れ ば D N A は 41 5bp に cD N A
(m RN A)は 320bp に 増幅 され る. ゲ ノ ム D N A を鋳型 と し て増
幅 した P C R産物を 上 記と同様に プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー に ク ロ ー
ニ ン グ し精製後 , 制 限酵素 Ec oRI で消化 し コ ン ト ロ ー ル
D N A を得た .
8 . C R T-P C R反応
C R T-PC R反応 は I M 9, Molt-4, 正 常者末梢血 よ り樹立 した
E B V形質変換細胞株 ▲ ⅩL A患者 E B V形質変換細胞株 よ り上
記方法に て 調整 した 1本鎖 cD N Aを資料とLて 行 っ た .
Btk に 関 して は各 々 の 反応液中 に 加え る検体 cD N Aの 量は
5メJl 均 一 と して お き, コ ン ト ロ ー ル D N Aの 分 子 数 を 最大
8.0×1 0
4
個/反応よ り2倍希釈に て4096分の 1 まで1 3木調整(最
小 l.9×10個/反応) した . 反応産物 の 検出ほ当初 エ チ ジ ウ ム ブ
ロ マ イ ド染色 で 行 っ た が , 家系 2患者由来 E王∋Ⅴ形質変換細胞
お よび Molt4 での Btk 発現は弱く P C R 40サ イ ク ル に ても検出
感度は 不十分 であ っ た . そ こ で サ ザ ン プ ロ ッ ト法 で検出感度を
改善す る こ と を試み た . P C R ほ30サ イ ク ル と し , 電気泳動後 の
ア ガ ロ ー ス ゲ ル を 陽性荷電 ナ イ ロ ン メ ソ プ レ ソ (Bo ehringer
M a n nheim , Ma n nheim , Ger m any)に 転写 . 120 ℃, 15分の 熱処
Btk
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Fig･3･ Qu a ntitatio n of m R N A by c o mpetitiv e r ev er stra n scribed-P C R(C R T-P C R) as say. (A) Sche m atic r epr es e ntatio n of
C R T-P C Rm ethod･ A dilutio n s eries of the co mpetito rD N Aa nd a nide ntical am ou nt ofthe target cD N A(s a mple)ar e ad ded■to
e ach of the P C Rrea ctio ntube s■ W he n P C Rre s ults sho w starget a nd c o mpetitorproducts ar e n ea rly equ al, initial_a m O u nt Of
C O mpetitiv e D N Aadded in the P C Rtube indic ate the a m o u nt of the target cD N A in the s ample. (B) T he str ateg y to
COn Str u Ctio n of c o mpetitiv e D N Aclo ne sfor C R T-P C R. D 5/D 3 P C Rprodu ct of the Btk ar edige sted by Pst I a nd r eligated.
Ge n omic DN A P C Rof B A 5/B A 3prim er sa mpli王y the D N Asegm e ntin cluding intr o n4 s equ e n c e s of the β-Actin. Both D N A
fr agm e nts ar eclo n ed into T-pla smi dv e ctors, a nd u s ed for c om petitor.
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理に よ っ て D N Aを メ ソ プ レ ソ に 固定 した . 前記 と 同様 に D5/
D 3 P C R産物 を pT 7 Blu eT-Vecto rに ク ロ ー ニ ン グ し精製 した
プ ラ ス ミ ド D N A を鋳型 と し D N A Labeling Kit(Bo ehringer
M a n nheim) を 用 い て ジ ゴ キ シ ダ ニ ソ dー U T P(digo xige nin
-d U-
T P, DIG-d U T P)で 標識 した プ ロ ー ブを 作成(ラ ン ダ ム プ ラ イ ム
法). メ ソ プ レ ソ を プ レ ハ イ プ リ ダイ ゼ
ー シ ョ ン 液 [50% ホ ル ム
ア ミ ド , 5×S S C, 2 % blo cking r e age nt(Bo ehringerM a n nhei
-
m), 0. 1% N- ラ ウ ロ イ ル サ ル コ シ ソ 酸 ナ ト リ ウ ム , 0･ 0 2%
S D S] と42 ℃, 2時 間反応 させ た あと , 上記 プ ロ ー ブを プ レ ハ
イ プ リ ダイ ゼ
ー シ ョ ソ 液 に 加 え た も の に 変え42 ℃, 20時間反
応 . 反応終了後 メ ソ プ レ ソ を 2×SS C, 0･1 % S D S溶液で室温1 0
分間洗乱 さ らに 0.1×S S C,0.1 % S D S溶液で70 ℃, 45分間洗浄
した . 検出 に は DI G Lu min e sc e nt Dete ctio n Kit(Bo ehringer
Ma n nheim) を 用 い , 抗 I)IG- ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ ク ー ゼ抗体 と
反応軋 C S P D(Bo ehringerM an nheim) の 化学発光を Ⅹ 線フ ィ
ル ム (F UJI M E DIC AL XLR A Y FIL M Ne w R X, 富士 写真フ イ
ル ム , 神奈 川) に て 検出 した .
β ア ク チ ン の C R T.P C R は Btk に 用 い た も の と 同
一 の
cD N A検体 を各反応 に つ きや は り 5〃l 使用 . コ ン ト ロ
ー ル
DN Aは 最大 2.0×107個/反応 よ り 2倍希釈系列で1 28分の 1 ま
で 7本(最小3.1×1 0
5
個/反応) 作成. P C R は33サ イ ク ル と し,
ェ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド染色 に て 観察 . 検 出感度も十分で あ っ
た .
9 . イ ン ト ロ ン10調節領域の メ チ ル 化の 検索
Par olini ら
7) K よれ ば Btk 遺伝子 の イ ン ト ロ ン10に は転写 の
調節に 関与す る と考 え られ る配列が存在 し, こ の 部位は 成熟B
細胞に お い て の み特異的に 脱 メ チ ル 化され て い る ･ Btk 遺伝子
の 転写括性が な い T 細胞系列や非造血細胞 は無乱 Btk の 発現
が 認 め られ る 顆粒球や B前駆細胞株 に お い て も こ の 領 域 の
D N A ほメ チ ル 化 され て お りB細胞系列の 時期特異的 Btk 発現
l}5/ Iり
＼‡ ヽ l ニ
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と分化に密接 に 関係 して い る こ とが 伺わ れ る .
イ ン ト ロ ン 1 0の 調節領域 を図 9. A に 示す . こ の 領 域に は
忙E 2, PE5, AP-2等 の 調節 エ レ メ ン トの 他 , サ イ レ ン サ ー 結合領
域と思われ る配列や ! 現在の と こ ろ そ の 意味 ほ 明 らか に な っ て
い な い が16塩基 の 繰 り返 し配列が存在 して い る . ま た制限酵素
Hap Ⅱ 認識部位が存在す るが , こ の 酵素 は D N Aの メ チ ル 化の
影響を 受け , 配列が メ チ ル 化 され て い な い 場合に ほ 切断する こ
と が で き るが , メ チ ル 化 され て い る場合 に は切断す る こ と が で
きな い . そ こ で 正常男性お よび X L A患者末梢血 よ り樹立 した
E B V形質変換細胞株よ り抽出 した D N A を Hap Ⅱ で消化 し
た 後 , Hap Ⅱ 認識部位を挟む よ うに 設定 した P C R プライ マ
ー
2 セ ッ ト H 5/H 3,Ⅰ5/Ⅰ3(表1 , 図9. A) に て 増幅 され る か どう
か を検討 した . D N A がメ チ ル 化 されて お れば Hap I で消化さ
れ な い た め P C Rに て増幅され るが , メ チ ル 化 され て い なけれ
ば HapI で 消化 され る た め P C R で増幅されなくなる ･
実際に は各検体 D N Aを ま ず制限酸素 PstI(宝酒造)5単位
/鵬 DN A で37 ℃, 5時間消化後フ ェ ノ ー ル 抽 出1 臥 ク ロ ロ ホ
ル ム 抽出 2 回 を行い エ タ ノ ー ル 沈 殿に て 回 収 . 回 収 した D N A
を Hap Ⅱ(宝酒造)5単位/FLg D N A で37 ℃, 12時間消化 し再び
エ タ ノ ー ル 沈殿忙 て回収後1× T E緩衝液に溶解 し P C Rの 試料
と した . な お Hap Ⅱ 消化の 際は 0.1 Mス ペ ル ミ ジ ン (和光純薬
工業)を反応液に 1/10容量加 えた . こ の よ うに す る こ と で メ チ
ル 化が 無い 場合 , Hap Ⅱ 部位 が完全 に 消化 され る ように した ･
P C R ほ図 9. A に 示 した プ ラ イ マ ー H 5/H 3,I5/Ⅰ3 お よ び
D N Aの 存在を 示す コ ン ト ロ ー ル と して 図 7･ A に示 す G 5/G3
で 前記と同様 に35サ イ ク ル 行 っ た . なお 女性細胞由来 の D NA
で は 一 方 の Ⅹ染 色体 が不 活性化 に 伴 い メ チ ル 化 され て い る の で
こ の 実験の 脱 メ チ ル 化 の コ ン ト ロ ー ル に は 使用で きな い ･ そ こ
で実験で は 正 常男性由来 E B V形質変換細胞株 2種類 (別個体
に由来す る) を脱 メ チ ル 化の コ ン ト ロ ー ル に お い た ･
(:5/(てJ l)5/けJ
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Fig. 4, P C Rand RT
-PC Ra mplific atio n ofthe Btk ge n eof a nらr mal fe m ale(N), patie nt l of X L A fa mily l(1)a nd patie nt 2 0f
fami ly 2(2). A bo｡t 50 bp in s ertio n of m R N Aw ere dete cted in patie nts 2 0f fami ly 2 (arr o w s)in B 5/B 3a nd B 5/A 3prim e
r


















































X L A 2家系の Btk 遺伝子解析
成 績
1 . P C R/R T-PCR
家系1 の 愚者 1( 図1 , Fa血1y l Ⅲイ) 家系2の 患者 2( 図
1, Fa mily2 Ⅲ
-6)お よ び正 常女性由来 E B V形質変換細胞 よ り
得た CD N A と, 同患者お よ び 正常女性末梢白血球 よ り抽出 し




一 部 の プ ロ ∴モ ー タ ー 領域
26) を 含む), 3
'
非都訳領域 の 全
てに わ た り P C R反応を行 っ た 結果を 図 4に 示 す. 家系 1 でほ
全て正 常対照 と同 じ長 さの 増 幅産物 が得 られ た . 一 方家系2 で
は反応 B5/B 3に お い て 正常よ り 約 50bp 長 い 増幅産物 が得ら
れ , さらに反応 B 5/A 3に お い て も正常よ り約 50bp 長い 増幅産
物が得 られ た . プ ライ マ
ー の 位置 よ り家系 2 で は Btk m R N A
の Sr C相 同(sr c-ho m olog y, S H) ドメ イ ン 1 の 内部 , エ ク ソ ン
16付近 に 挿入変異 がある こ とが推察 され た .
2 . ダイ レ ク トシ ー ク エ ン ス
P C R産物を ダ イ レ ク ト シ ー ク エ ン ス し塩 基配列を決定 した .




側の 非翻訳領域 , イ ン ト ロ ン10
の 調節領域に お い て 全 て 塩基配列ほ 正 常で あ っ た . Btk 遺伝子
に は633位の シ ス テ イ ン の 位置に T G T/T G Cの 多型が 認め られ
る . 家系1 の 患者 2名 お よび 母 (保困者)の 末梢白血 球 よ り総
R N Aを分離 して こ の 部位を シ ー ク エ ン ス した 結果を 図 5 に 示
す . 多型を 示す塩基は患者 2人で は T であ り , 母 親 で は C で
あっ た . 親子関係に ほ疑問が無 い の で 母 親は こ の 部位に 関 して
C/T の ヘ テ ロ 接 合体で あると 考 え られ るが , 末梢血 に お い て
ほC の 対立 遺伝子(正常 Btk 遺伝子) の m R N A が多か っ た た
捌 こ, こ の よ うな結果に な っ た も の と考え られ る . XL A保困
老に お い て は 末梢 血 B細胞集団 に おい て 非ラ ン ダ ム Ⅹ染色体不
活性化が成立する2). こ れは 女性細胞内の 2個 の Ⅹ 染色体 の う
ち ど ち ら か 一 方 ほ 胎生初期 に ラ ン ダ ム に 不 活性化 さ れ る
(Lyo nの 定理)が , X L A保困老 に おけ る末梢血 B細胞集団に於
い て ほ , 正 常な Btk 遺伝子 の 乗 っ た Ⅹ染色体が活性 で異常遺伝
子の 乗 っ た Ⅹ 染色体が不 活性化 された細胞の み か ら な る とい う
現象で ある . こ の こ と は異常 Btk 遺伝子の 乗 っ た Ⅹ染色体が活
性化され た 細胞ほ成熟B細胞 に ま で分化できな い と考 えれ ば 自
明 で ある . しか し ⅩL A保因者 に お い ても , T細胞 , 顆粒球 ,
単球 で は Ⅹ染色体の 不活性化 ほ ラ ン ダ ム で あ り正常対立遺伝子
が不 活性化 され た 細胞群 と , 異常遺伝子 が 不 活性化 され た 細胞
群とが混在 して い る . したが っ て 母 親 に おい て 末梢白血球全体
か ら抽出 した R N Aよ りダイ レ ク ト シ p ク エ ン ス を行 い Cの 対
立遺伝子だけが読 まれ た こ と ほ , 一 見不 思議 で ある . しか し こ
の ;と ほ 以下の 2 つ の 理由に よ り説明可能 で あ る . す なわ ち 1
つ にほ l X染色体 の 不 活性化 ほ臓器 に よ っ て 偶然の 片寄 りが 生
じ得 るの で , こ の 場合 , T細胞や 顆粒球 に お い て も正常対立遺
伝子(C)が悟性な細胞が多く な る よう な片寄 りが 生 じて い る可
能性がある . そ してもう 1 つ に ほ , 次 の CR T-P C Rの 結果が 示
すように 異常 Btk 遺伝子(T の 対立遺伝子)が活性な細胞で は
Btk 発現量 が少なく ∴結果と して末梢血 中に は Cの 対立遺伝子
(正常 Btk) の m R N A が多くな っ た と い う解釈である .
家系 2で ほ エ ク ソ ン 16 と17の 間に 60bp の 挿入 配列 が み ら
れ j これは イ ン ト ロ ソ16 の配列そ の もの で あ っ た (図6. A). エ
ク ソ ン1 6の ス プ ラ イ ス ドナ ー に点変異 があり こ の 部位で の ス プ
ラ イ シ ン グ が行わ れなくな り , 変わ りに 60bp 先の イ ン † ロ ン
16内の 類似配列を ス プ ラ イ ス ドナ ー と した 異常なス プ ラ イ シ ソ
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グが 生 じて い るもの と考え られ た (図臥B, C). また こ の 点変異
の た め544位の ア ル ギ ニ ン は セ リ ソ へ の ア ミ ノ酸置換が起こ り5
45番目ほ終始 コ ド ン とな る た め , 転写 ･ 翻訳 が 行わ れ て も キ
ナ ー ゼ ドメ イ ン (S H l ドメ イ ン) の 途中で 早期終結 した 異常な
Btk タ ン パ ク が作 られ る こ と とな る .
家系2 に お け る こ の 点変異 は制限酵素 Pv u Ⅱ 部位を 新た に
生 じる ( 図7. A). 従 っ て こ の 変異部位を は さむ ように P C R プ
ラ イ マ ー を設定 し , P C R産物を Pv uⅡ で 消化する こ とに よ っ
て こ の 変異を 持 っ て い るか どうか が D N Aの P C R で簡単に診
断できる . そ こ で図7. A に 示す ように プ ラ イ マ ー G 5, G 3を設
定 し家系 2家族 よ り得 た末梢白血球由来 D N Aを資料 と して検
査を行 っ た . 結果 を図7. B に 示す . G 5/G 3 に よ る P C R反応産
物は 252bp で あ り , ほ ぼ 中央部 に変異 に よ っ て 生 じる Pv u
Ⅱ 部位を 含む . 変異が ある場合ほ Pv uⅡ で消化さ れ1 24bp と
1 28bp の 断片 に 切断 され る . 家系 2の 構 成員各 々 に つ い て
Pv uⅡ 消化前後 の P C R産物を 3%ア ガ ロ ー ス ゲ ル に電気泳動
し ェ チ ジウ ム ブ ロ マ イ ド染色 に て 観察 した . 家系内の 患者お よ



























Fig･5･ P C R dir ect s equ e n c e of the Cys 633polyr n orphic
loc u sin X L A fa milyl. Ca rrier m other r epre?e ntS C at the
polym orphic ba se, but both patie nts r epr es e nt T (stars).
Tyr, tyr OSine;Ser. serin e; Cys, CyStein e; Trp, try ptOpha n;
His, histidin e.
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一 人 (図1 Fa mily 2, Ⅲ-2) が 保因者 で あ る こ と が 明か と な っ
た .
3 . C R T-P C R
C R T-P C Rに よ る Btk m R N Aの 発現量 の 比較 を 図 8 に 示
す . 1M 9と M olト4 で は約512倍の 差が 認め られた . こ の 結果ほ
検体の 希釈系列 を用い て PCR 産物 の エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド染
色の 輝度を比較 した Smitb ら27)の 報告 とほ ぼ 一 致 した . 彼等に
よれ ばバ ー キ ッ ト リ ン パ 腫由来 の 細胞株 B L-2 の Btk発現量は
M olt-4 の3 20倍 , 同 じく T細胞系の 細胞株である Ju rkat の160
倍 で あ っ た . 正常 人由来の E B V形質変換細胞の Btk 発現量ほ
A
54 3 5 44 5 45 54` 547
Se r Arg Tyr Val Leu






No r m al
c o ntr ol
Patie nt ユ
(ⅠⅠⅠ-`)
IM 9の 4分の 1 であ っ た . ま た , 正常人由来 E B V形質変換細
胞 に 比較 し Btk 発現量ほ , 家系 1 では 8分の 1 に , 家 系2 でほ
32分の 1 に 減少 して い る こ と が示 された . コ ン ト ロ ー ル と して
用 い た βア ク チ ン の 発現量 は全 て の 細胞 で差 が認 め ら れず ,
Btk の 発現量 の 差が R N A抽出や cD N A合成の 際の 問題で ほな
い こ とが 示 され た .
4 . イ ン ト ロ ン 10調節領域の メ チ ル 化
PCR の 結果 を 図 9. B に 示 す . 正常男性由来 E B V形質変換
細胞 で は 2例 とも H 5/H 3, Ⅰ5/Ⅰ3 の 増幅 は見 られず イ ン ト ロ ン
10調節領域 は脱 メ チ ル 化 され て い るもの と 考え られ た . こ の 結

















do n or site
gtgagt gtg gct tt t t
Fig. 6. T he Btk gene m utatio n of X L A fa mily 2･ (A)60bp
ins ertio n betw e en e x o n1 6a nd 1 70f the Btk m R N Ain
patie nt 2 0f X L A fa mily 2. (B) G to C single bas e
substitutio n of the fir st ba s e of theintr o n16splice do n or
site (star)in the s a m epatie nt, Gen o mic D N A fr o m the
patie nt
J
s pe riphe ral blo od c ells w er e a mplified by G 5/G3
P C R prim ers a nd dir e ct sequ e n c ed. (C) Sche m atic
repr es e ntatio n of the splicing m utatio n･ T he m utatio n
c a u se s abn o r malsplicing a nd 60bpin se rtio n of mR N A, a nd
als o c a u ses fra m e shift afterthe ex o n16a nd re s ultedin a n
im m ediate termin atio n sign al fo1lo wing c odon 544･ Ser,


























60 bp A bn o r m al
in s ertio nof splicingdueto







GCAGCT G^A T TTTGGTAAACGA
No r m alsplic edo n o r
TCA ^GG AGT TGTTAA AGTATCTGATTTCGGCCTGTCC^G
Intr o nl`
｢~ + 1




TTCC CTC CAGA ^G T^A^AATAGC^C G ^TGAAACATGG匝空】GTTATAGTTTTAATC
Cryptic 5plic edo n o r
C TCT CCTTTT CTT TT TTTTCTCATTCTAGCGTT CTGCCGATCTTTCTATTCTTTTTCT




Fig. 7, Dete ction ofthe m uta nt allele in m e mbers of X L A
fa mily 2･ (A)Ex o n16a ndIntro n16s equ e n c e s ar o u nd the
m utatio n site of X L Afa mily 2. G to C cha nge m ake a
Pv u] site o nthe m uta nt a11ele･ (B) G 5/G 3 P C Rprodu cts
fr o m e a ch m e mber of fa mily 2 w ere dige sted (+) or
u ndige sted (-) by Pv uI a nd ele ctropho re sed in 3 %
agar o segel. M de n ote s m ole c ular siz e m arke rs.
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Fig. 8. Qu antitation of Btk a nd β-Actin m R N A by C R T-P C R･ Am o u nt of Btk a nd β-Actin mR N Aw a squ a ntitated by the
amount of c o mpetitiv ete mplate at the m ost n e arly equ al a mplific atio nto the target(arr o w s). Nor m al E B, ⅩL A-1 a nd X L A-2
de n ote E B V-tra n Sfor m ed c ell lin e sde riv ed fr o m n or m al fe m a.1e, ⅩL A fami 1yl a nd fa mily 2r espe ctiv ely. T de n ote starget cD N A
pr odu cts a nd C de n otes c o mpetitorpr odu cts.
A GGC T6G AGT GC AGT GGCGTGATCTGGGCTCACTGCAACCTCCGCCTTCTGGGTTCA^GT
Prim e rB 5
16 bp r epe at
T^TCTCC T^CCT AG CCT CAAGTAGCTGGGATT^CAGGCACATGCCACCACGCCCGAC
･ ~■>
AI>･ 2
TA AT TTTT GT ^T TTTTAGCAGÅGACGGGGTTTCACCATGTTGGCC^GGCTGGTCTCG^AC~■~■~~■~｢~
AP･2 日i bp r epe at
TC CTG^ CC TC^ GG TG^ TC CG CC CACC TCG GCCTCCCAAAT^GC TGG AT TA C GG C^TGA
>
Pri山 e r15
GC CACC AT G
HpaII
㊥
Silt 泊 C e r eA M I}
CT GC ACC TT TT^ AT^TTAAAAGC^ATGÅGGCTGT^GCTCAAGCGT
く ■
Prim e r H 3
〝 E2
GG AACT TG GCA GTAAAATCAG6GGTTGTTCTATTTTCTCTCTCAAGTTTGGGCA6GTGGG
/JE 5 Splic e a c c epto r
AT GCAG GT GTG^ GCA CC^CTTCCTCCTACAGACAGCTTCTTTTTCGTTGTTTC^G
Exo nl l
AGAAGG^GGTTTCATTGTCAG^8ACTCCAGCA A^ C TGG CA A^TA TA G^ TG TCT GT GT T
Prim e rI3
H 5 / 11｣さ













Fig. 9. Methylation study of intro nl Or egulatory s equ e rtc es of the Btk. (A) T he sequ e n c e of the 3
'
e nd of Btk intr o nlO･
Regulatory ele m e nts a nd a 1 6 bp repe at of u nkn o w n signific a n c e are u nderlin ed a nd labeled. Hpa I site a nd Ex o nll
s equ en c es arebo x ed. P C Rprim er sH 5, H 3,Ⅰ5 a nd I 3ar eindic ated by a rro w s. Sile n c erde n ote s aputativ e sile n c erbinding site
and cA M P de nヤeS a CyClic A M Pr espo n s e ele m e nt･ (B)Hpa I digested ge n o mic D N Aw eTe a mplified with H 5/H 3･ Ⅰ5/Ⅰ3 a nd
G5/G3 P C Rprl m erpair s. Co ntr ol land 2ar eEBV-tra nSfdrm ed c ellline s deriv ed fr o m n orm al m ale s. X L A-1 and 2are
























X L A 2家系の Btk 遺伝子解析
臭が検体 D N Aの 量不足 , 質 の 低 下 に 依 るも の で な い こ と ほ
G 5/G3 が良好に増幅 され て い る こ と よ り 伺わ れ る . こ れ に 対
し患者由来 E B V形質変換細胞 で ほ家系 1 , 2 とも に H 5/H 3,
Ⅰ5/Ⅰ3 の 良好な増幅 が認め られ て お り, イ ン ト ロ ン1 0調節領域
は メ チ ル 化 され て い ると考えられ る .
考 察
分子生物学的手法の 革新 に よ り様 々 な 疾患に お い て 遺伝子 レ
ベ ル で の 患者診断 , 保因者診断はもは や 身近 なも の とな っ てき
てい る . 1993年に Btk 遺伝子が単離 され て以来 , ⅩL A患者 に
おける Btk 遺伝子変異は現在ま で に 既に1 00種類以上も報告 さ
れ て い る . Sider asら5) に よ れ ば そ の 内訳 ほ 1 ア ミ ノ 酸置換
(40%), 終 始 コ ド ン (18% ), 欠失(18%), 挿入 (10%), 欠失 +
挿 入 (1 % ), 開 始 コ ド ン の 異 常 (3% ), ス プ ラ イ ス 異 常
(11%)と様 々 で あるが , 今回の 家系1 の よ うに 変異が同定でき
ない が おそ らく転写の 段階で抑制を受けて い る と考え られ るも
の の 報告も散見さ れ る畔明朗) . Btk ほ が ん遺伝子 Srk に類似 した
構造 を持 つ 非 レ セ ブ タ ｢ 型 チ ロ シ ソ キ ナ ー ゼ で あ り , S H 2,
S H3 お よ び キナ ー ゼ ドメ イ ン (S H l)を持 つ . ま た , 最大の 特徴
と して 大きな N末端領域を持ち こ の 内部に は プ レ ス ク トリ ソ 相
同(ple ckstrin hom olog y,P H) ドメ イ ン が 存在する( 図2). 報告
例の 変異は こ れ ら全 て の ドメ イ ン に 渡 っ て認め られ て お り , こ
の タ ン パ ク が 正常 に 機能す るた め に ほ そ の 全 て の ド メ イ ン が 必
要で ある こ と が伺わ れ る . また , 現在 ま で 報告 された 変異 ほ原
則と して 家系 ごと に 異な っ て お り , 明 ら か な 変異 の ホ ッ ト ス
ポ ッ ト と呼 べ る部位 ほ認められて い な い .
ヒ ト Btk 遺伝子 が X L Aの 責任遺伝子である こ と が 判明 した
こ と に よ り , 従来 ⅩL Aの モ デ ル と され てきた Ⅹ 連鎖免疫不全
(Ⅹ-1inked im m u n odeficie n cy, Xid) マ ウ ス に おい て も検索 がな さ
れ , マ ウ ス Btk の28位 の ア ル ギ ニ ン が ヒ ス チ ジ ン に ア ミ ノ 酸置
換する点変異が確認 され た3
0〉31)
. xidマ ウ ス ほ ⅩL Aに 比べ て 症
状が軽く ∫ 郎 田胞減少の 程度ほ軽度(正常 の30～ 50%)で あり ,
免疫グ ロ ブリ ン も IgM,IgG 3分画の み が低下 , ポ リ サ ッ カ ラ イ
ドの 抗原に 対 して ほ不 応答だ が , タ ン パ ク 抗原 に 対 して は正 常
に 応答する . 28位 の ア ル ギ ニ ソ の 変異は P H ドメ イ ン 内の 1 ア
ミ ノ 酸置換であり Btk の 他の ドメ イ ン に ほ 全く 影響を与 えず
キナ ー ゼ 活性 も正 常 に 保た れ る . 従 っ て こ の 変 異 の 効 果 は
Btk タ ン パ ク が P Hドメ イ ン を介 して行 う他の タ ン パ ク との 相
互作用が障害 され る点に ある と解 され て い る . xid が軽症 であ
るの ほ こ うい っ た 遺伝子変異の 性格 に よ る もの か と 思わ れ た
が , そ の 後 ヒ ト に お い て も28位 ア ル ギ ニ ン → ヒ ス チ ジ ン の 点変
異をも つ ⅩLA 症例 が報告 され32), こ れ ほ 典 型的 な重症例 で
あ っ た ･ した が っ て xidマ ウ ス が軽症で あるの ほ Btk遺伝子変
異の タ イ プ に 依存 して い る の で ほ なく , ヒ ト と マ ウ ス の 種差す
なわ ちB細胞分化に お ける Btk 遺伝子 の 重要性 の 違 い を 反映
して い る もの と考え られる .
最近 Btk の P H ドメ イ ン ほ 3量体G タン パ ク や C キナ ー ゼ
と会合する と の 見 好3)34)や Btk の S H 2, S H 3ドメ イ ン と会合す
る他 の タ ン パ ク の 存在が 次第 に明らか に な り つ つ ある が 咽 ,
そ の 細胞内情報伝達経路の 全貌は 未だ 不 明 で あ る . しか し,
Btk 異常症 で ある ⅩL Aが B細胞 の 分化異常 の み を きた し (そ
れ も骨髄中の幼君B細胞 は正 常 に 存在す る), 他 の 細胞系列 に
ほ全くと言 っ て 良 い ほ ど影響 を与えな い こ と を見 ると , こ の 分
子が B細胞 の あ る成熟段階に特異的 に 必 要な チ ロ シ ソ キナ ー ゼ
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で ある こ とが 伺われ る .
今回 X L A 2家系 に つ い て Btk 遺伝子異常 を解析 し, 家系1
で ほ遺伝子変異そ の もの の 同定ほ で きなか っ た が mR NA の 転
写 レ ベ ル で の 障害が C R T-P C R お よび633位 シ ス テイ ソ に お け
る D N A多塾部位の 解析 より示 唆 され , 家弟 2 で ほエ ク ソ ン16
の ス プ ラ イ ス ドナ ー 内に 1塩基置換を同定で きた . また , こ れ
に よ り家系 2 で は患者の 姉の 一 人が新 た に 保因者である こと が
判明 した ･ ⅩL A女性保因者の 診断は 一 般的に ほ 難 しく , 臨 床
的に ほ判断 で きな い (末梢血 B細胞数, 免疫グ ロ ブ リ ン 値 な ど
い ずれ も正 常で ある). 従来ほ D N A多塾 マ ー カ ー を 利用 した 連
鎖解析 に よ るか 耶 8)t 末梢血 B細胞 に お け る非 ラ ン ダ ム Ⅹ染 色
体不活性化を証明する か に よ っ て い た が3ロト 43), 連鎖解析 ほ使用
する マ ー カ ー が個人に よ っ て は 多型 を 示 す と は 限 らず , ま た
マ ー カ ー に よ っ てほ 魁換 え頻度が無視 できない もの もある . 多
く の 場合複数の 多塾 マ ー カ ー を 用い て こ の 問題 を解決 して い る
が37)操作 がや や 繁雑であり , あく まで 間接的な診断 で ある こ と
を念頭 に置かね ばな らな い . ま た , B細胞に おけ る非ラ ン ダ ム
Ⅹ染色体不活性化を応用 した ⅩL A保田著の 診断法が考案され
て い るが , 末梢血 に お い て 顆粒球 , 単球▲ T細胞ほ 非ラ ン ダ ム
Ⅹ染色体不精性化 パ タ ー ン を と らな い (すなわ ち ラ ン ダ ム な 不
活性化 パ タ ー ン を と る) の で , まず B細胞分画を分離す る必要
がある ･ 検出方法と して ほ D N A多塾 と メ チ ル 化を 組み合わ せ
て サ ザ ン プ ロ ッ ト3g)や P C R4 8 ト 42)で 検出す る方法や , ハ ム ス タ ー
線稚芽細胞と の 融合細胞を作る方法43)な どが あるが , や ほ り 間
接的な診断である こ と , 全く の 偶然 に よる Ⅹ染色体不括性化の
片寄 りが 有り得 る こ と な ど問題 が残 る . 結局保因老診断に関 し
て ほそ の 家系内で の Btk 遺伝子変異を同定 し , D N Aの レ ベ ル
で異常対立遺伝子を持 っ て い る か どうか を検討する の が最良で
ある と思われ るが , 今回家系2 で確実な保因者診断が行 えた こ
と ほ有意義であ っ た . なお , 家系 2 の 遺伝子 変異 ほ Jin らⅠ3)の
報告 した 患者56 と全く同 一 の 変異 で あ っ た . こ の 患者の 人種 な
どに 関する記述 ほ なく詳細は 不 明 で あ るが , 本家系2 と同 一 の
祖先を も つ 可能性 , あるい は こ の 遺伝子 変異が比較的生 じや す
い もの で あり各 々 別個 に 変異が生 じた 可 能性が考え られ る .
イ ン ト ロ ン10の メ チ ル 化 に つ い て は Par olini ら丁) も 4例 の
X L A患者由来 E B V形質変換細胞[l . コ ドン 360(S H 2ドメ
イ ン)の 1 ア ミ ノ 酸置換, 2 . エ ク ソ ン17, 18の 境界に また が る
コ ドン の 1塩基置換 に よ るス プ ラ イ シ ン グ の 欠如, 3 . コ ド ン
76-77(P H ドメ イ ン) の 4塩基欠失と フ レ ー ム シ フ ト に よ る 早
期翻訳終結 , 4 . コ ドン 520(S Hl ドメ イ ン) の 1塩基置換に よ
る終結 コ ド ン] で しら べ て お り , うち 2例(1 ‥ 2 . ) ほ成熟
郎田胞 パ タ ー ン の 脱 メ チ ル 化 を認め , 他の 2例 (3 . , 4 . ) で
ほ メ チ ル 化 を認め た . 臨床症状 と して ほ 1 . 3 . 4 . は 比較的
軽症例で あり , 2 . ほ典型例 で あ っ た . また , 2 . 3 . 4 . で
は Btk m R N Aの 転写が認め られ なか っ た . Par olini らは考察 と
して イ ン ト ロ ン1 0の メ チ ル 化 と ⅩL Aの 臨床症状と は相関が な
く , メ チ ル 化が 見られ るも の に 関 して ほ ⅩL A患者 に お け る
(末梢血中に わずか に 存在する) B細胞 が幼君 な表現塾を示 す
こ と , す なわ ち 免疫 グ ロ プ リ ン 遺伝子の 再構成 が 不完全な形 で
生 じて い た り , 細胞表面 マ ー カ ー が よ り幼君な段階の B細胞 の
特徴 を示 して い た りす る こ と44ト48)と結 び 付け て い る . 今 回
P C R法 を用い て イ ン ト ロ ン10の メ チ ル 化 の 状態を検討したが ,
2家系ともに 患者末梢血由来 E B V形質変換細胞 は メ チ ル 化 を
受けて い た . Pa r olini らの 症例も含 めて Btk遺伝子 の 異な っ た
1 32 新 井
変異で こ の 部位の メ チ ル 化 が共通 して認め られ る の は , 変異 を
持 っ た 細胞 で は成熟B細胞 へ の 分化が起こ らず , 幼君性 を 残 し
て い る と考える と分か りや すい ･
一 方 C R T-P C Rの 結果 で は 家
系1 , 2 ともに Btk遺伝子の 転写活性は低下 して お りイ ン ト
ロ
ン10の メ チ ル 化 との 関係が問題と な る ･ しか しイ ン ナ ロ ソ10に
メ チ ル 化 の み られる , 単球 , 顆粒 軌 B前駆細胞系の 細胞 でも
ノ _ ザ ソ プ ロ ッ ト解析 に て Btk m R N Aの 発現が 認め られ て い
る こ とや
一＼ タ ン パ ク の レ ベ ル で もB前駆細胞や顆粒球系細胞
でも発現が認められ る こ と
珊 を 考え ると , 少な くと も恒性的 な
Btk 遺伝子発現に ほ こ の 部位 の メ チ ル 化 ほ関係な い の で は な
い
か と思われ る . 一 般 に D N Aの メ チ ル化 ほそ の 周囲の 遺伝子発
現調節に 深くか か わ っ て お り , B細胞に お い ては 成熟段階の あ
る時期に脱 メ チ ル 化 が起 こ り , これ に 伴 っ た Btk遺伝子 の
一 過
性の 強 い 発現が現わ れ る可 能性を 示 唆 して い る ･ 家系 1 に お い
て 恒性的な Btk 転写が抑制 され て い る とす るな らば, Btk遺伝
子 に は イ ン ト ロ ソ10の 他に も調節領域が在 りそ こ に 異 常を きた
して い る可能性が考えられ る . 家系 2に お い て は 家系1 よ りさ
らに mR NA レ ベ ル が落ち て い る が , こ れ は転写量が減少 して
い ると い う よ りもス プ ラ イ ス 異常 をきた した mR N A が 不安定
で分解され や すい こ と に 起 因して い るもの と解す る べ き で あろ
う.
結 論
ⅩL A 2家系に対 し Btk 遺伝子異常の 解析を行い 以下の 結果
を得た .
1 . 家系 1 に於 い て ほ Btk 遺伝子の 翻訳領 軋
一 部 の プ ロ




非翻訳領軋 イ ソ ト ロ ン
1 0内の 調節領域 の い ずれ に も変異 ほ認 め られ な か っ た ･ しか
し , C R T-P C Rの 結果 Btk 遺伝子 の 発現量ほ正常の 1/8 に低
下 して お り Btk 遺伝子の 転写 に 障害があるもの と 考え られ た ･
こ の 結果は Btk 遺伝子の 未知 の 調節領域 の 変異 の 可 能性 を 示
唆する .
2 . 家系 2に お い て ほ エ ク ソ ン16の ス プ ライ ス ドナ
ー に 1塩
基置換があ り , こ の た め m R N Aの ス プ ラ イ ス 異常 を き た し
60bp の 挿入 が生 じて い た . また こ の 変異 の た め エ ク ソ ン 16以
降 に フ レ ー ム シ フ トを 生 じ Btk タン パ ク の 早 期翻訳終結が生
じた . C R T-P C Rの 結果 Btk 遺伝子の 発現量は正 常 の 1/32に
低下 して い た が , こ れ は ス プ ライ ス 異常をきた した m R N A が
不 安定で あるた め と解釈 され た ･
3 . 家系 2 にお い て変異対立遺伝子が制限酵素 Pv u Ⅱ で消
化 され る こ とを 利用 し , 新た に P C R プラ イ マ
ー を 設定 し家系
内の 保因者診断を お こ な っ た . こ れ に よ り今回 新た に 患者の 姉
の 一 人が 保因者である こ とが 判明 した ･
4 . 家系 1 , 家系 2患者末梢血 由来 E B V形質変換細胞 に
て ▲ Btk 遺伝子イ ン ト ロ ン1 0領域 の メ チ ル 化を 認め た ･ こ の こ
と は患者に お い て 末梢血中に少数存在す るB 細胞の 幼君性 を示
すも の と 解 され た ,
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Abstra 亡t
X-1inked aga m m aglobulin emia (XL A)is a heritable im m u n odeficie ncy syndr o m e char acteriz ed by a
B-1ymph∝ yte-1in e age speCi丘c difftrentiation defect res ultingln SeV erely de creasedl vels of m atureB
- C ells and se ru m
im m u n oglobulins･ Affbcted m ales s ufftr 打om recurre ntbacterialinftctio ns, Startingtypical1yin early childhood, a ndrequlre
im m u n oglobulin replace m ent therapy･ Re c e ntly, thegene mutated in X L Aw asidenti 鮎das a cytoplasmicprotein
-tyrOSin e
kinase and design atedB ru tO n
,s tyrOSin ekin ase(Btk). After clo ning ofthe Btkgene, m O r ethan ahundred Btkm utationsin
XLA patie nts w er edescribed･ In this report, t W Ofa milies withXL Aw ere sy te m atic a11y a nalyz edforthe Btkge n e
m utaio ns;includingrev ers etr an SCribed- PCR(R T-PCR), PCRindirectsequ encing, C O mpetetiv eRT- PCR(CRT-PCR)and
Intro n10 m ethylation a nalysis by PCR. In fa mily l, n O m u t a tio n ofthe Btkge ne w asdete cted in the c odingr eglOn,
5
■
-u n tr a n Slated regio n(UT R)in cluding partialpr o m oter seque nc e, 3しUT Rand regulattory s equ enc e ofIntro nlO･ But
CR TrPCR sho w edreducedle vels ofB tkge netr an SCriptionin the Epstein- Barrviru S(EB V)-tr an Sfbr m ed ce111inederiv ed
fto m the patient of family l･ Infa mi1y 2, a POint m utatio n of G to C substitutio nin theintr on16 splicing do n or site
Sequ enCeS W aSdetected･ T bis mutatio n resulted in aberr an t Slicing and60 bpin sertio nbetw ee n e x o n16 and 17 0f Btk
mR N A. T his m utatio nalso c auseda 触 m e shiftafterexo n16andpre m aturete mination ofBtkprotein. CRT-PCR show ed
lowle vels ofBtk m R N Aand it see m sthat the m utated aberrantSPliced mR N Ais unstable and rapidly degraded in cells.
Camierdetectio n offami 1y 2 w asperfbr m edby PCR and m uta nt allele speCific PvuIIsite, and one sister of the patien t w as
identined asa c arrier. In tr o nlOregulatory sequenc e of E B V-tr a n Sfb rm ed cel1 1ines w ere m ethylated in both fhmilies. It
indicatesthat tran Sfbr m edcels w ereim m ature- B c ellsinboth families.
